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Objectifs principaux 







Objectif 1: Citer les instruments d'observation des cellules 
Objectif 2: Nommer les techniques Utilisées. 

Objectif 3: Associer l'instrument d'observation et la 
technique préparatoire dé l'échantillon approprié à 
l'objectif recherché. / ^ \' 
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Objectifs spécifiques 


1 - 


A- Les microscopes photoniques 0 

0\>V 

Le microscope photonique à fond clair 



X 



Objectif 1 :Définir la notion de poqvoir séparateur. 
Objectif 2 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photoniquè à fond clair(microscope optique) 
Objectif 3 ilndiqu er |eS domaines de son application. 
Objectif 4 : Citer les étapes préparatoires d'un échantillon 
en vue d'une observation au microscope à fond clair (la 

technique histologique). 
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Objectif 1 : Définir la notion de pouvoir séparateur 


Echelle des dimensions dans le monde du viva 
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Objectif 1 : Définir la notion de pouvoir séparateur 



Notion de pouvoir séparateur = limite de résolution^ 

> C'est la capacité de l'œil à distinguer nettement 2 points très 
rapprochés , il est égal à 0,2mm r 

A * ► 



0,2mm 


r () V " r AP 

> Organismes de taille plus petite 


Œil humain 




* Invisibles 


^ Nécessité d'utiliser des instruments destinés à observer de petits 
objets dont un système de lentilles (optiques , électroniques ... ) 
fournit une image agrandie 
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Objectif 1 : Définir la notion de pouvoir séparateur 
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Les premiers microscopes optiques 
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Objectif 2 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photonique à fond clair 
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Objectif 2 : Donner le principe de fonctionnement 
du microscope photonique à fond clair > 

Principe de la transmission des photons , 

s' 



objectif 
objet A 


oculaire LÇ > 


èS'"yf~ 




)> image - 

r v ' agrandie 

s o ^ 

Le M O est un système optique à lentilles dont le but est d'obtenir 
une image agrandie de l'échantillon à observer : 


L'objectif 


L'oculaire 
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Objectif 2 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photonique à fond clair 


Observation par transmission f ^ 
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Objectif 2 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photonique à fond clair ^ > 

Principe de fonctionnement du M O 


Source 

d'éclaire 

ment 


milieu 
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Résultat : image en couleur 
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Objectif 3 : Indiquer les domaines d'application de 
la microscopie photonique 

Description structurale des tissus et des cellules ; 


* Taille , Forme cellulaire et tissulaire 

< <{\ v ^ 

• Forme et position des noyaux 

\ O \ J s 



Epithélium 

intestinal 


Tissu musculaire 
cardiaque 
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Objectif 3 : Indiquer les domaines d'application de la 
microscopie photonique <T) 
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Objectif 3 : Indiquer les domaines d'application de la 
microscopie photonique 


L a microscopie photonique est utilisée poqr l'observation 
de différentes formes bactériennes . 
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Objectif 4 :Citer les étapes préparatoires d'un échantillon en 
vue d'une observation au microscope à fond clair ( la technique 
histologique ). 


Les étapes de la technique histolog 



^ <?> 


• Prélèvement de l'organe à étudié . 

• Fixation chimique : figer((conserver ) les structures cellulaires 

tel quelles étaient à l'étai du vivant . . • 

< r> \ / <- \' 

• Déshydratation : enlever l'eau intracellulaire . 

• Inclusion!: imprégner le tissu dans la paraffine 

1 

• Microtomie :obtenir des coupes de l'ordre de 2- lOpm 

• Coloration chimique : augmenter les contrastes naturels 
faibles ( images colorées ) 
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<'A 

\0 

Lé grossissement G total du microscope 
qui a permis de réaliser l'observation est 
égal au produit du grossissement de 
l'objectif par le grossissement de l'oculaire 
G total = G de l'objectif X G de l'oculaire 


Observation de la préparation 
/f u microscope photonique 
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Objectifs spécifiques 



2 - 


Le microscope photonique à fluorescence 



Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 

microscope optique à fluorescence. V 

Objectif 2 : Déterminer les domaines de son utilisation. 

f \ f 

Objectif 3 :rDéfi nir un fluorochrome ou fluomarqueur . 
Objectif 4 :^Citer des exemples de fluomarqueurs utilisés 
(fluorescéine, rhodamine ) 

Objectif 5 : Citer des exemples de composés cellulaires 
détectables en microscopie à fluorescence. 
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microscope optique à fluorescence 

Le MP à fluorescence = MO qui détecte un 
fluorescente < ^ h 


Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 


La fluorescence est la propriété physique de certaines molécules 
d'émettre une lumière( dite lumière de fluorescence) de 
longueur d'onde supérieure à la longueur d'onde de la lumière 


„ , d'excitation 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photonique à fluorescence 


0 ) 





Décomposition du Spectre de la li^èr^visible 



Ultra - 
violet 



Violet Bleu Cyan Vert Jaune Rouge 


Infra - 
rouge 



Petites 

longueurs d'ondes 


Grandes 

longueurs d'ondes 


Chaque couleur du spectre visible correspond à 
une longueur d'onde déterminée 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 

microscope photonique à fluorescence . . ... <T> 

Interaction lumière — 

Formation de l'image fluorochrome C< " N V, 


fluorescente 


oculaire _ 



<4 lumière de 
fluore'scencè 


Lumière 
d'excitation 


Filtre d'excitation 


Filtre - 
d'émission 


Contact us on: 


Miroir 

dichoique 


objectif 

, Echantillon 
fluorescent 



Rhodamine 

(\ 

^ \ CV3 


Lumière 
d'émission 

«420 nm 


460 nm 


5-40 nm 


nm 


620 nm 


facadm16@gmail.com 


2015/2016 


Free database on 


www la-faculte.net 


published for NON-lucrative use 


Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photonique à fluorescence 

r. 

Optique simplifiée du microscope à fluorescence 
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indispensable 
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Sélectionne la longueur d'onde émises par le 
fluorochrome 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photonique à fluorescence 

/O 


Trajet de la lumière qui éclaire 
l'échantillon( lumière d'excitation ) et de 

la lumière transmise à l'oculaire(lumière 
d'émission ) 



Oculaire 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope photonique à fluorescence / \> 
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Objectif 2 : Définir un fluorochrome ou fluo marq 

\ 


S 




r ; 


Définition d'un fluorochrome : c'est une substance chimique 
excitable par la lumière. Elle est capable d'absorber une énergie 
lumineuse haute dite lumière d'excitation et de la réémettre 
sous forme d'une lumière d'énergie plus faible dite lumière < 


fluorescence. 


de 

^ V) * 

Ex de fluorochromes : Flupr&Sjseine émet une lumière verte ; 
Rhodamine éfriet une lumièïerouge 


\^ X 


\V' 


y 


* Chaque molécule fluorescente (fluorochrome ) a des 
spectres d'excitation et d'émission qui lui sont propres . 
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Objectif 3 : citer des exemples de fluorochromes 

Les marqueurs fluorescents les plus courant 



Fluorochromes 

Rhodamine 

Fluorescéine 

DAPI 

Lumière 

d'excitation 

vert 

bleu 

UV 

Lumière 

d'émission 

rouge 

vert 

bleu 



trvation 
:ilisant le 


Obseh 
en utili 
jeu de filtres 
spécifiques à 
la rhodamine 


Observation 
en utilisant le 
jeu de filtres 
spécifiques à 
la 

fluorescéine 
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Objectif 4 : Déterminer les domaines d'application d 
microscopie à fluorescence 

■ Le microscope en fluorescence permet de visualiser des objets qui 

sont naturellement fluorescents (chlorophylle vitamine A...), ou des 
molécules rendues fluorescentes pour mieux hçs observer et 
éventuellement suivre leur parcours^. ^ 4 

■ Etudier au niveau cellula^e^l^ 

biologiques, leur fonctionnement et lei|rs interactions ( division 
cellulaire, motilifé, transport, sécrétion, communication 
neuronale, etc.). 

■ Technique essentielle dans le diagnostic clinique (par exemple, 
immunologie, pathologie, microbiologie, cytogénétique) et les 
environnements de recherche 
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Objectif 4 : Déterminer les domaines d'application de la 
microscopie à fluorescence 

Application de la technique de fluorescence 



Pour induire la fluorescence , les mole 


lécules 


fluorescentes ( fluorochromes ) sont liées à des AC qui 
vont se fixer spécifiquement sur les (molécules 
recherchées (AG ) selorV le principe de la réaction 


\v 


immunitaire AG-AG ce qui rendra facile la détection 
des complexes AG - AC 

Technique d' immunofluorescence ou d'immuno- 
marquage . 
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Objectif 4 : Déterminer les domaines d'application de 
la microscopie à fluorescence 

Lumière d 




^ marqueur CD4 


> — R 




Lumière d'émission 


l’observation en lumière bleue 
(dans le cas pris comme exemple} 
provoque une émission 
fluorescente verte 


anticorps de lapin 
anti-CD4 


associé à une molécule fluorescente O 
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Objectif 5 : Citer des exemples de composés cellulaires 
détectables en microscopie à fluorescence. 



\ 


1 -Détecter et Suivre la fluidité des protéines 'membranaires 
(expérience de Fry- EDIDIN P .35 ) 


Mous* C«ll 


Membrane procein 


^ Hum in C«)fl 



protcin 
fluor* scein 


Membrane proceîn 
C*l! Fusion 

HETEROCARYON 


•V 

Antibodies co hum an 
9 proccin labeled wich 
• rhodamine •• 


Time = O minutes 


. • ? • 





Incubation at 37 C 




*< < \ 






» » 

» 

* 


C 

f 

»,* 


• . , 






" 0 


Fusion: 5 minutes 


Diffusion : 30 minutes 


Résultats : déplacement des 
protéines par diffusion latérale 
dans le plan membranaire . 
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Expérience d'immuno marquage de 


Fryeet Edidin ( 1970 ) p .35 



fluoiMoflOM rouga 
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Objectif 4 : Déterminer les domaines d application de la 


ative use 




microscopie à fluorescence 


2 - Détecter , localiser , quantifier des protéines cell 
comme les hormones, récepteurs, , les protéines 


cytosquelette 


Actme 


Microtu bules 
t centrosomes 


, ô" 

^ s X G 

Filament^-A \ x 

intermédiaires/^ ^ 

Distribution des 
éléments du 
cytosquelette dans le 
hyaloplasme d 7 une 
cellule eucaryote 
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Objectif 4 : Déterminer les domaines d'application de la 
microscopie à fluorescence 



Répartition des éléments du 
cytosquelette dans des cellules en 
division (microfilaments d'actines en 
vert , microtubules en rouge ) 


2 -Détection, localisation et quantification de protéines cellu 
récepteurs, Cytosquelette...,) 


✓ 


(hormones, 


es 


a 


Mitose observée au microscope à 
fluorescence en utilisant plusieurs 
fluorochromes 

a \ y 


Combined 
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d'application de la microscopie à fluorescence 

2 -Détection, localisation et quantification de protéines cellulaires 
(hormones, récepteurs. Cytosquelette....) 



Répartition des éléments du 
cytosquelette dans des 
cellules nerveuses 




Marquage de structures 
intracellulaires ( noyau en bleu 
(DAPI) et microfilaments d'actines 
en rouge ) et suivi de 
Tinternalisation d'une protéine ( la 
transferrine en vert ) 
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Objectifs spécifiques 



B - les microscopes électroniques G 
1 - le microscope électronique â transmission 

i c \ \| f.v . i 

< v n * ( 

Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du microscope 
électronique à transmission (MET). ( 

Objectif 2 :Déterm]iner lès domaines de son utilisation. 

Objectif 3 : Citernes étapes préparatoires d'un échantillon en vue de 
sa caractérisation ultrastructurale (technique des coupes minces et 
contracte positif). 

Objectif 4 :Lister les différents procédés de contraste électronique 
(coloration positive, négative, autoradiographie). 

Objectif 5 : Indiquer l'apport de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon. 
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1- Le microscope électronique à trans 

oi>\ u 

Echelle d'observation du vivant 
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Objectif 1 :Donner le principe de fonctionnement du 
microscope électronique à transmission (MET). 

r 


canon à électrons 
(ioo ooo volts) 


vide 


traitement informatique 


image 
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Objectif 1 :Donner le principe de fonctionnement du 
microscope électronique à transmission (MET ) 


Source __ 
d'éclairement 


Principe de fonctionnement du MET 

, d 

Trajectoir e Porte 
du r> (“ ob J' et 

-eau ,a("> 


\ 


( 


Milieu 


a 6 > 

Faisceau r V^olonne 

d'électrons sous 

vide 



r, 




I 






C ) \ Grille 

Bobines en 

électromagné cuivre 
tiques 


Résultat : image en noir et blanc 



observation 


Sur écran 
fluorescent 
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Objectif 1 :Donner le principe de fonctionnement du microscope 
électronique à transmission (MET). 

Principe de transmission des électrons 
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\ 




canon à électrons 
(lOO OOO volts) 


vide 


faisceau d'électrons 


objet â observer 


électro-aimant 


écran fluorescent 
détecteur 
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image 
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► Lentilles 
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Porte-échantillon 


Ecran fluorescent 
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Objectif 1 :Donner le principe de fonctionnement du microscope 
électronique à transmission (MET). <( , 

Principe de transmission dans le MO et dans le MET 


Source 

lumineuse 


Source 
d'é 


Lentille 


du condenseur 
Échantillon 


Lentille de 
l’objectif 


Lentille Lentille 
de l'oculaire 

projecte 


OEIL 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines de son utilisation. 


$ 


Observation au 
MET à fort 
grossissement 


s 
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Observation à 
faib 

grossissement 


^ > faible 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MET 

T> 



\ 


$ ^ 

^ Un pouvoir de résolution de 0,2 nm'F2 Â ) et même jusqu'à 

A 


\ 


10 Â pour certains MET. 

h 6 e , \<c> 

>A permis de découvrir l'ultrastructute de la cellule révélant , 
avec précision l'exiçtence d'organites cellulaires : noyau , 
mitochondries , lysosomes , Vacuoles , vésicules , appareil de golgi 
, RE , ribosomes , centribles , cytosquelette, chloroplastes . 

f \ J • 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MET 

. <*■ 


Ultrastructure d'un monocyte sanguin 




Zones claires 
é transmis 



Zones sombre 


opaques aux e 


é arrêtés 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MET 


Ultra structure d'une portion de 
cellule glandulaire 



) 



Ultra structure 
d'une portion 
de cellule 
hépatique 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MET 


Observation de détail plus fin à 
plus fort grossissement du MET 

Ultra structure de la membrane 



Ultra structure de 
rappareil de GOLGI 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d'un échantillon en 
vue de sa caractérisation ultra structurale (technique des^x 


coupes minces et contraste positif) . 


A 




\ 


I •:> x 



La Technique des coupes minces + contraste positif/ 
Technique cytologique p. 29 

But : Décrire fineméht les^tructures intracellulaires : 

% r> xx 

Donc,réaliser une étude ultrastructurale 

s-ÇA cAV' 


S 


Princjjie : réaliser des coupes ultrafines permissives aux 
faisceaux d'électrons et aux sels de métaux lourds . 
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Objectif 3 :Citer les étapes préparatoires d'un échantillon en vue de 
sa caractérisation ultra structurale (technique des coupes minces et 
contraste positif) . (Z 

Les étapes de la technique de coupes rpinces 

Le principe et le procédé sont les mêrqes qüe pour la 
technique histologique , la différenfcé'est dans les produits et 

les outils utilisés . \ O/ J r 

C C) ^ A V ) 

• Fixation double aux aldéhydes + tetroxide d osmium . 

• Déshydratation àd'alcool + solvant de la résine 
Inclusion /|imprêgnatioi^ à la résine 

300-600Â sur Ultramicrotome 


• Coupes ultrafines de 

• Coupes étalées sur grille métallique(en cuivre) 


• Contraste aux sels de métaux lourds , tel l'acétate d'uranyl 
et le citrate de plomb ... 

•Observation en noir et blanc 
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Blocs de résine 
chantillon 


Microtomisation 


r 




(> 


Coupes 
ultrafinesde 
500 Â 
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Récupération des coupes sur grille 



grille en cuivre 



<o \ 


coupes ultrafines 


ii 1 1 m 1 1 1 1 m i : 1 1 


3 mm 


ontraste aux sels de métaux lourds 

ou Contraste positif ( contrastes d'intensités entre 
noir et blanc ) 
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Objectif 4 :Lister les différents procédés de contraste électronique 
(coloration positive, coloration négative, autoradiographie) . 

Les procédés de contraste électronique 


Q. 


A - Le contraste (coloration ) posjtiî N ( aller à diapo 50 -51 -52) 

Les atomes majeurs de la matière biologique sont transparents aux électrons d 'ou la 

B - Le contraste (coloration ) négatif : 

Le contraste négatif permet d’ assombrit* le fond sans colorer l’objet lui-même 
Les structures apparaissent en « négatif » en clair 


sur fond sombre 


:<r>È?au 


toradiographie : 


Suivi de molécules intracellulaires ( protéines , acides nucléiques ...) 
marquées par des isotopes radioactifs tel : le C 14 ; H3. Connaître leur 
emplacement et leur déplacement au cours du temps . 
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\ 


Objectif 4 :Lister les différents procédés de contraste électronique 
(coloration positive, coloration négative, autoradiographie 

< 

B - La technique de coloration négative v 


acld« (twaphciunguiQji 


baciinM 



u l'iiliiiutiwn nc^.ilivc 


Principe du contraste négatif 

(P.32 ) 


tttpôt d’ftc**» 
p^o»c>^c*.ur>gttHVMi 


) 


•au 4 - soda 

O -^=Ch 
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Objectif 4 :Lister les différents procédés de contraste électronique 
(coloration positive, coloration négative, autoradiographij 


C - La technique d'autoradiographie 




S 


Procédé de la technique d'autoradiographie 




tissu 

renfermant 
une molécule 
radioactive 



coupe de tissus 



émulsion photographique 
lame de verre coupe de tissus 

autoradiogramme 


émulsion photographique 
liquide (sels d’argent) 


I 


Exposition à l'a b ri 
de la lumière 
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Objectif 4 : Lister les différents procédés de contraste électronique 
(coloration positive, coloration négative, autoradiographie ) 

C - La technique d'autoradiographie v'S' 

n\>y 

r v \ 




émulsion 

photographique 


— préparation 

-support: lame ou grille 


( \ J 

Les/sels de Bromures d'argent ( BrAg ) contenus dans l'émulsion sont 

lits par le rayonnement radioactif et apparaissent sous forme de grains 


noirs 


Les grains d'argent indiquent les régions où sont localisées les molécules ayant 
incorporé les précurseurs radioactifs. 
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Objectif 4 :Lister les différents procédés de contraste électronique 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque procédé de 
contraste électronique dans l'analyse morphologique d'un 

prhnntillnn 




6 


A - le contraste (coloration ) positif : diapos 46 -47 -48 

fc * <h 

But : Décrire finement les structures intracellulaires 

\\ x 

Donc réaliser une/étudë ultra structurale 

fV \\ v 1 ' 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque procédé de 
contraste électronique dans l'analyse morphologique d'un <Ç> 
échantillon /^\A 

B - Technique de coloration négative 
BUT: A# ‘ 


Description morphologique (rborphologie externe ) de 
macromolécules ou d'organites (ex des ribosomes ), de 
virus , bactérie , /riais après isolement . 

k O- r A - ^ 

Architecture moléculaire des éléments du cytosquelette 
(mièrotubules , microfilament d'actine..), de la chromatine , 


(> 


des pores nucléaires , mais après isolement . 
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Objectif 5 : Indiquer 1 apport de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 

B- Contraste par coloration négative 

Morphologie externe de virus isolés à partir de cellules 

infectées 


crative use 





Bactériophages 

r (S' Virus (* 

r *h- 

\ \\ r ) \> 

-5 (O 

, - S V 


Virus de la 
Mosaïque 
du tabac 



Virus 

grippal 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 

B - Contraste par coloration négative M0rptl0 | 06 i e externe 

des ATPosomes de la 


Architecture 
moléculaire des 
Microfilaments d'actine 


S< \ \ 


v 


crête mitochondriale 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but)de chaque procédé de 
contraste électronique dans l'analyse morphologique d'un 
échantillon Cs\' 

C - La Technique d'autoradiographie > v 


But : Etude de la Cinétique d'un 

Marquage à la leucine radioactive et suivi 
la cellule pancréatique 


métabolisme cellulaire 

^ r(L 

des protéines néo synthétisées dans 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 


■j 


C - La technique d'autoradiographie 

Cinétique de la synthèse et de l'emballage des produits dation (protéines ) 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon^ 

4eme Lumière de l’acinus 


pôle apical 


Cinétique de la synthèse et de 
remballage des produits de 
sécrétion (protéines) 
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mitochondrie 


REG 

noyau 


I 3mm 
t = t 0 + 10min 

I =t 0 + 40mtn 

t 0 + 120min 


temps auquels 
on observe les 
grains d’argent 


eme 


mps 


tem 


grain de zymogène 


didyosome 


pôle basal 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport de chaque procédé de contraste 



Marquage à l'uracile H 3 
(précurseur radioactif ) et 
suivi de TARN m 




f fA> 

Marquage à la Thymine radioactif et 

( \ * 

localisation de l'ADN dans le noyau 
. f r 

J ; '> fc . * 

iü. ^ ... * 



Eà».-' .t? Ir jxm 

I . a f * *r >*>' 

&.T ^ ‘ JP' V , y' v \' ( a' i : 

: r ï * 


ii ’■«* 


-, ifcî 
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Objectifs spécifiques 


B - Le microscope électronique à balayage 

y y- 

r C >■ 
f <r. Qy 

Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du microscope 
électronique à balayage, r ( 

Objectif 2 : Déterminer les domaines dd son utilisation. 

Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en vue 
de son analyse tridimensionnelle (la technique de cryodécapage / 

ombrage métallique 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du microscope 
électronique à balayage. ^ 


Principe de fonctionnement du MEB : observation par réfl 


ir réflexi 

<U>.\ 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope électronique à balayage. ^ 1 


L'observation par réflexion : système de balayage 



MEB 





[ Générateur 

de balayage^ 


! 


O 
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Lentille de 
l'objectif 
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du spécimen 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du microscope 
électronique à balayage. ^ <C> 

Principe de fonctionnement du MEB 

s.' \x v 



Electrons primaires 


^ctuiiucm» 

T\ < 


() 



Echantillon 

métallisé 


Détecteur 

d'électrons 

secondaires 



Image en 
3D sur 
Écran TV 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB . 

> 


But : 


La microscopie électronique à balayage 

i'\£V 



\ 




o 


èn 3D : 


Etude morphologique^ _ 

Révéler les surfaces externe^ ou internes 

% (5 ' 

Principes : s-J\ V 


</(> Contraste de la surface par ombrage 

métallique et son balayage par le faisceau 




ns rSy 


\ 




d'électrons 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB . 


MEB 


Ombrage 

métallique 


\ 




\ 


A' 

ique de répliques / 


Tedin\‘ 

Cryodécapage +ombrage 


\ 


métallique 


CA 


\ 


O 0 V ^ f \ 

r () , Obtention d'une 


Echantillon 
entier < y 'Q 

métallisé 


réplique 



c> 




Etude des surfaces 
externes 


Etude des surfaces 
internes 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB 


1 - Observation de répliques de surfaces internes après cryo 


Levure de bière au MEB 


Réplique d'une 
portion de cellule 
hépatique 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB . 

Observation de réplique après cryodécapage >\S 

, r<\' 

Réplique de la membrane plasmique (surfaqefintpmé) mise en 
évidence de particules membranaires À \ 


Extérieur 


membrane 


demi -membrane 
face 

externe (E) 

— — plan de fracture 

face proto- 
plasmiqite ( P ) 

demi-membrane 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB 

2 - Observation de surfaces externes d'échantillon^ entiers 

Après ombrage métallique ^ 

6^ " a & 



Levures de 
bière 



Bactériophages 
en relief 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB 

Observation de surfaces externes d'échantillon 

tl ^ 


Chromosomes 

humains 


Caillot sanguin 


Aspect biconcave des 
globules rouges 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB 



Cellule souche de Bactérie E . COLI 

moelle osseuse 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon 
en vue de son analyse tridimensionnelle (la technique d^> 
cryodécapage / ombrage métallique ) O'S^ 


La technique de cryodécapage ou de réplique 


\ 


< <' \ 


V. 


r \ y 


La technique de cryodécapage est généralement 
applicable au MEB et s'effectue comme suit : 

La congélation de l'échantillon^ ! \ < 
la cryofracturé Q, ' r 

Le décapage 



I ' orpbrage métallique 
l'obtention de la réplique 

V' 
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: Citer les étapes préparatoires d un échantillon 
vue de son analyse tridimensionnelle (la technique de 
cryodécapage / ombrage métallique ) 

y Cf ^ 

Principe de l' Obtention d'une réplique (moulf 1 1 


lucrative use 

en 



le) de la surface 


interne 


. C) 


crvofracture 



cryodécapage 




< 


grille 



observation de la 
réplique 



ombrage métallique 


dissolution du matériel 
biologique 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en vue 
de son analyse tridimensionnelle (la technique de cryodécapage / 
ombrage métallique ) page 30 fascicule i Cs . V 


Congélation 



■\ 



c 


1 










% 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en 
vue de son analyse tridimensionnelle (la technique de , < > 
cryodécapage / ombrage métallique ) page 30 fa: ' ' " 





Lu fracture clive la 
mombrana ptasmiquo 



Technique 

des 

répliques 




6. Le tissu «st dissous avec or» acide ot la» réplique mdtalliquo 
peut être examinée mu microscope électronique 
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Image obseivée si u l'eciau 
du micioscope electioiiique. 
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Objectifs spécifiques 



Objectif 1 :Citer les procédés d'isolethent des composants 
cellulaires (UCD, UGD). ( 

Objectif 2 : Lister les structures obtenues dans chaque culot après 
application d'une ultra/ centrifugation différentielle (UCD). 

Objectif 3 : Lister les structures recueillies à partir de chaque 
culot après application d'unè ultra centrifugation sur gradient de 
densité (ÜGD). ^ > 

Objectif 4 Indiquer les techniques de contraste et d'analyse 
applicables sur les structures isolées (contraste négatif, 
chromatographie et électrophorèse). 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 


La Technique d'isolement 



U 

\V' 




r r S?' 

\\ X 


Ultracentrif 


Homogénéisation ^ Ultracentrifugation 

du tissu r, ( \ v ' ,( 

Ultracentrifugation 

, différentielle UCD 

Homogenqt^x V 

cellulaire 


Ultracentrifugation sur 
gradient de densité de 
saccharose UGD 


I 


Fractions/ Surnageants 


Bandes 


Culots 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des composants 
cellulaires (UCD, UGD). , 

1 - Principe de fractionnement / homogénéisation 



A 

•\ . ^ .7 * o 


Homogénat 

cellulaire 



(3) fore* c«lll thf ough 
a small hole usmg 
high pressure 


( 2 ) use • mild detergent 
to make holes in the 
plasma membrane 



(?) shear cells between 
s close fittmg rotating 
plunger and the thick 
walls ol a glass vessel 

facadm16@gmail com 



When carelully applied. 
homogenuation leaves mosi 
ol the membrane bounded 
organelles intact. 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 

Les méthodes de fractionnement consistqrft à séparer 
les différents composants cellulaires paît destruction de 
la membrane plasmique, puis par désorganisation de la 
cellule. , x- 

v 

de la cellule. La plupart des organites restent intactes, 
l'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique vont 
être fragmentés sous forme de vésicules 
appelées microsomeS. 


S O 



On obtient un homogéiiat avec tous les constituants 


* 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 


2 - L'ultracentrifugation différentielle 


La centrifugation différentielle permetfla purification de 
l'homogénat en fonction de la taillte et de la densité de ses 
constituants(macromoléculps, organites ...). Pour se faire on 
centrifuge l'homogénat à 1 différentes vitesses ; à chaque 
vitesse, différents organites se déposent dans le culot . 

L'appareil utilisé est une machine tournante à 


V ^ C v \ J 

grande vitesse nommée centrifugeuse 


* 




,o 

- La vitesse de sédimentation est définie par 
le coefficient de sédimentation en unité Svedberg (S). 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 

La centrifugeuse et centrifugation 

La centrifugeuse est constituée d'un axe portant un rotor 
spécial . Le rotor porte des emplacements qui peuvent 
recevoir des tubes contenants les préparations biologiques 


\ 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD ) 

O ' 

Sous I effet de F , les molécules 
tfsjç déplacent vers le fond du 


La macromolécule est 
soumise à une force 
centrifuge F 



K . 


r ) y ' tube tournant 


Godet 


contenant 

axe 

la solution 

c 



F 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD ) 

La centrifugeuse 


mobile 




force centrifuge 


armored chamber 


sodimentingmaterial 






homogénat 

cellulaire 



r 

1 

x s / s r— 

• l/\ f\l# 

— j/ t J 


centrifugation 


• • i 
• • 

• • 
•• • 


centrifugation 


il/- 


réfrigération 


avant 


supernageant 


culot 




apres 


motor 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD ) 

2-1 - La centrifugation différentielle^ ■ 

r 0 

Les constituants de I homogenat se déposent selon leur poid: 


c \ 


CENTRIFUGATION 


r ■ * 

• k* •* 

l f I - » 
#.• 

*■•••*: 

Mf 

W 


MEOIUMSPEEO 

CENTRIFUGATION 


• J*. * 

r * * • 
»»• « 

1 • ♦ 

•li • a 

•|. I# 


Vu 


•l. 


Il \« 

•V 

Ml * •' 
.. Il* 

I l < 

I 

I* 


HIGHSPEED 

CENTRIFUGATION 


homogénat 

cellulaire 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des composants 


cellulaires (UCD, UGD ) 


I- 2 - La centrifugation sur gradient de densité de saccharose UGD 


ité de 


V 






La centrifugation(étape 4) 
entraine le déplacement 
des composants du culot 
( récupéré à l'UCD ) à Ç> \ 
travers le gradiept de ) ^ ^ 
densité de saccharose et 
s'arrêtent en pne bande à 
leur densité (étape 5) . 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des composants 
cellulaires (UCD, UGD ) ^ O 
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Objectif 2 : Lister les structures obtenues dans chaque culot après 
application d'une ultra- centrifugation différentielle (UCD). . 

. <; 0 ^' 
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Objectif 3 :Lister les structures recueillies à partir de chaque 
culot après application d'une ultra centrifugation sur gradient 
de densité (UGD). ^ 
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Objectif 4 Indiquer les techniques de contraste et d'analyse 
applicables sur les structures isolées (contraste né; 

, « * 


chromatographie et électrophorèse) . 



1 - La Technique de coloration hégâtive : diapos 7 -8 -9 

pour le contraste négatif des structures 
isolées(ribosomes ,maéromolécules ,éléments du 
cytosquelette...^) \' 

2 - La.chrornatographie et l'électrophorèse : 
pour l'analyse biochimique des structures 

jblées par centrifugation . 
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